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低分子量有机酸对氧化亚铁硫杆菌影响
任婉侠１，２　李培军１　范淑秀１，２　何　娜１，２

（１．中国科学院沈阳应用生态研究所，沈阳 １１００１６；２．中国科学院研究生院，北京 １０００４９）

摘　要　氧化亚铁硫杆菌生物淋滤修复重金属污染土壤研究报道很少，因为该菌对低分子量有机酸敏感。研究 ６种
低分子量有机酸（甲酸、乙酸、丙酸、草酸、苹果酸和柠檬酸）对嗜酸性氧化亚铁硫杆菌 Ｒ２氧化 Ｆｅ２＋的影响，且利用高效液
相色谱法测定沈阳冶炼厂和张士灌区重金属污染土壤中低分子量有机酸的浓度。结果表明，６种有机酸对 Ｒ２氧化能力均
具有抑制作用，且抑制顺序为：甲酸 ＞乙酸 ＞丙酸 ＞草酸 ＞苹果酸 ＞柠檬酸。其中 Ｒ２对甲酸最敏感，甲酸浓度为
０．０６４ｍｍｏｌ／Ｌ时，抑制率达到 ６０％；浓度为 ０．２５４ｍｍｏｌ／Ｌ时，Ｒ２氧化 Ｆｅ２＋的能力完全被抑制。液相色谱分析可知，冶炼厂
和张士灌区土壤中有机酸的浓度很低，其中草酸含量最高，分别为 ００４和 ０．１４９ｍｍｏｌ／Ｌ。尽管氧化亚铁硫杆菌对低分子
量有机酸很敏感，但是试验土壤中低分子量有机酸的浓度远远低于硫杆菌的耐受限度。因此，分离菌株 Ｒ２有望应用于重
金属污染土壤的修复。
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通讯联系人，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｐｅｉｊｕｎ＠ｉａｅ．ａｃ．ｃｎ

　　生物淋滤（ｂｉｏｌｅａｃｈｉｎｇ）技术是利用微生物的直
接作用或其代谢产物的间接作用，产生氧化、还原、

络合、吸附或溶解作用，将固相中某些不溶性成分分

离浸提出来的一种技术
［１］
。与化学浸提法相比，它

具有反应温和、耗酸少、运行成本较低等优点，已成

为一项非常有前景的金属浸提技术
［１～３］

。已在污

泥
［４～９］

、沉积物
［１０～１３］

和飞灰
［２］
等方面得到研究，但
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在金属污染土壤中的研究很少
［１４～１６］

，因为氧化亚铁

硫杆菌对低分子量溶解性有机酸特别敏感
［１７］
。

Ｚａｇｕｒｙ等［１８］
认为，某些硫化杆菌可以耐受有机质毒

性，但是关于重金属污染土壤中分离的氧化亚铁硫

杆菌的研究少有报道。本文作者研究了氧化亚铁硫

杆菌 Ｒ２对低分子量有机酸的敏感性，测定土壤中
有机酸含量，以确定该菌在土壤修复中应用的可能

性，为生物淋滤修复试验提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试土壤

采自沈阳冶炼厂和张士灌区重金属污染土壤，

其基本理化性质如表１所示。

表 １　供试土壤基本性质

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

ｏｆｔｈｅｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｓｏｉｌｓ

参 数 沈阳冶炼厂 张士灌区

ｐＨ ７．８ ６．１
有机质（％） ３．４２ ３．３２
总氮（％） ０．０６４ ０．１５
总钾（ｍｇ／ｋｇ） １４１５０ １８０２０
钙（ｍｇ／ｋｇ） ２６６０６ １２０５６
镁（ｍｇ／ｋｇ） １３５７ ４８１８
铜（ｍｇ／ｋｇ） １１００ １０６
锌（ｍｇ／ｋｇ） ７７６０ ４９２
镉（ｍｇ／ｋｇ） １０５ ９．８６
铅（ｍｇ／ｋｇ） ２１１３８ １１３

土壤∶水 ＝１∶２．５

１．１．２　菌种来源
用于低分子量有机酸影响试验的嗜酸性化能自养

型硫杆菌为本实验室分离出的氧化亚铁硫杆菌Ｒ２。
１．１．３　培养基

改进型 Ｌｅａｔｈｅｎ液体培养基：
Ａ液：（ＮＨ４）２ＳＯ４０．４５ｇ；ＫＣｌ０．０５ｇ；Ｋ２ＨＰＯ４

０．１５ｇ；ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ；Ｃａ（ＮＯ３）２０．０１ｇ；蒸馏
水７００ｍＬ；５ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４调节 ｐＨ＝２．０。

Ｂ液：ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ２０ｇ，蒸馏水３００ｍＬ。
Ａ溶液１２１℃高压灭菌１５ｍｉｎ，Ｂ溶液微孔滤膜

（０．２２μｍ）真空抽滤除菌。
１．１．４　试　剂

苹果酸 （德国 Ｍｅｒｃｋ公司产品，优级纯，Ｇ．
Ｒ．），甲酸 （天津市科密欧化学试剂公司，液相色谱
纯）；乙酸、丙酸、草酸和酒石酸 （辽宁省沈阳市试剂

一厂，Ｇ．Ｒ．）；（ＮＨ４）２ＨＰＯ４和 Ｈ３ＰＯ４（天津市科密

欧化学试剂公司，Ｇ．Ｒ．）；有机酸储液 （１ｇ／Ｌ）；超
纯水 （ＥＡＳＹｐｕｒｅＲＦ，Ｂａｒｎｓｔｅａｄ，美国）。
１．１．５　仪　器

显微 镜 （ＯｌｙｍｐｕｓＢＨ２，日 本），扫 描 电 镜
（ＪＳＭＴ３００，ＪＥＤＬ，日本），液相色谱仪 （安捷伦高效
液相色谱仪，Ａｇｉｌｅｎｔ１１００，美国），ＴＯＣ 检 测仪
（ＭｕｌｔｉＮ／Ｃ，３０００），冷冻干燥仪 （ＦＤ１Ｃ５０，北京博
医康实验仪器有限公司），摇床（ＨＤＬ，ＨＺＱＣ，哈尔
滨）。

１．２　方　法
１．２．１　低分子量有机酸对氧化亚铁硫杆菌氧化
Ｆｅ２＋影响

取灭菌后的改进型 Ｌｅａｔｈｅｎ培养基 ８５ｍＬ放入
２５０ｍＬ锥形瓶中，接入活化３次的 Ｒ２菌液，接种量
１５％（体积百分比），然后加入不同浓 度 的 过
０．２２μｍ滤膜除菌的有机酸溶液，１５０ｒ／ｍｉｎ，３０℃培
养，每隔２４ｈ取样 ０．５ｍＬ，采用 １，１０邻菲罗琳法
和分光光度法（见土壤农化分析）分析培养溶液中

Ｆｅ２＋的浓度，蒸发损失的液体用蒸馏水补充。
试验有机酸的浓度依次为（ｍｍｏｌ／Ｌ）：甲酸

（０，０．０６４，０．１２７，０．２５４，０．３１８４），乙酸 （０，０．１，
０．２，０．４，０．８，２．０），丙酸 （０，０．１，０．２，０．４，０．８，
２．０），草酸 （０，０．４，０．８，２．０，１０），苹果酸 （０，６．０，
１０，２０，４０），柠檬酸 （０，１０，２０，４０，８０）。空白对照不
加各种有机酸，以同体积的无菌水代替。

１．２．２　土壤中溶解性有机质提取与测定
土壤中溶解性有机质 （ｄｉｓｓｏｌｖｅｄｏｒｇａｎｉｃｍａｔｔｅｒ，

ＤＯＭ）的提取步骤见文献［１９］。ＤＯＭ溶液经冷冻
干燥浓缩后储存于 －２０℃冰箱中。由 ＴＯＣ检测仪
测定适当稀释后的 ＤＯＭ溶液，经计算知：冶炼厂土
壤和张士灌区土壤中 ＤＯＭ的浓度分别为 ２４．２２ｍｇ
ＤＯＣ／ｋｇａｎｄ１８９．１２ｍｇＤＯＣ／ｋｇ。
１．２．３　ＨＰＬＣ分离条件

液相色谱分离条件：ＺｏｂａｘＣ１８，２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ；流动相：５ｇ／Ｌ（ＮＨ４）２ＨＰＯ４Ｈ３ＰＯ４（ｐＨ
２５）；流速：０．６ｍＬ／ｍｉｎ；温度：３５℃；进样量：１０μＬ；
检测器：ｄｉｏｄｅａｒｒａｙｄｅｔｅｃｔｏｒ（ＤＡＤ）；波长：２１５ｎｍ。
所有样品进样前必须过０．２２μｍ滤膜。
１．２．４　土壤中有机酸测定

采用 ２种方法对土壤中有机酸组分定性：在相
同条件下，将样品色谱图与有机酸标准液色谱图进

行对照，根据保留时间确定样品中的有机酸；在样品

中加入有机酸的标准溶液（１００μｇ／ｍＬ），根据峰高
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的突增进一步验证色谱峰的归属。

土壤中有机酸的浓度很低，本试验采用增强型

积分法，测量峰面积，按外标法定量。

２　结果与讨论

２．１　甲酸、乙酸和丙酸对 Ｒ２氧化 Ｆｅ２＋影响
图１（ａ）、（ｂ）和（ｃ）分别表明甲酸、乙酸和丙酸

对 Ｒ２氧化 Ｆｅ２＋的抑制作用。
从图１可知，未加有机酸的空白样经过 ２４ｈ左

右时间，溶液中的 Ｆｅ２＋几乎完全被氧化，表明菌株
Ｒ２生长快速。在３种有机酸中，甲酸对 Ｒ２氧化性
的抑制力最强，当甲酸浓度仅为 ０．０６４ｍｍｏｌ／Ｌ时，
２４ ｈ 左 右 时 抑 制 率 达 到 ６０％；当 浓 度 为
０．１２７ｍｍｏｌ／Ｌ时，与空白样相比完全氧化时间延迟
４ｄ；而当其浓度升高到 ０．２５４ｍｍｏｌ／Ｌ时，Ｆｅ２＋的氧
化则完全被抑制。Ｔｕｔｔｌｅ等［２０］

的研究也表明，在简

单有机酸中，氧化亚铁硫杆菌对甲酸的敏感性最强，

当甲酸的浓度分别为 １ｍｍｏｌ／Ｌ和１０ｍｍｏｌ／Ｌ时，抑
制率分别达到 ９８％和 １００％。Ｇｕ等［２１］

的研究也表

明，甲酸的毒性最强，当其浓度为 ０．０８ｍｍｏｌ／Ｌ时，
Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｉｄａｎｓ氧化 Ｆｅ２＋的能力完全被抑制。从图
１（ｂ）和（ｃ）可知，在添加了０．１ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸和丙酸
的培养基中 Ｒ２展现了较好的氧化能力。而且有试
验表明，当培养基中添加适量乙酸和丙酸时，可以轻

微刺激 Ｒ２氧化 Ｆｅ２＋的能力。当添加的乙酸和丙酸
的浓度在 ０．２～０．８ｍｍｏｌ／Ｌ范围内时，与丙酸相比
乙酸 显 示 了 更 强 的 抑 制 能 力。与 空 白 相 比，

０．８ｍｍｏｌ／Ｌ的乙酸和丙酸的加入，使 Ｆｅ２＋完全氧化
时间各自推后７ｄ和６ｄ。从图中可以得出甲酸、乙
酸和丙酸对 Ｒ２的毒性顺序为：甲酸 ＞乙酸 ＞丙酸。
２．２　苹果酸、草酸和柠檬酸对 Ｒ２氧化 Ｆｅ２＋影响

苹果酸、草酸和柠檬酸对 Ｒ２氧化能力的影响
结果如图２（ａ）、（ｂ）和（ｃ）所示。

图 １　不同浓度的甲酸（ａ）、乙酸（ｂ）和丙酸（ｃ）对 Ｒ２氧化 Ｆｅ２＋影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｆｏｒｍｉｃ（ａ），ａｃｅｔｉｃ（ｂ）ａｎｄｐｒｏｐｉｏｎｉｃａｃｉｄ（ｃ）ｏｎＦｅ２＋ ｏｘｉｄａｔｉｏｎｏｆＲ２

图 ２　不同浓度的苹果酸（ａ）、草酸（ｂ）和柠檬酸（ｃ）对 Ｒ２氧化 Ｆｅ２＋影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｍａｌｉｃ（ａ），ｏｘａｌｉｃ（ｂ）ａｎｄｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ（ｃ）ｏｎＦｅ２＋ ｏｘｉｄａｔｉｏｎｏｆＲ２

　　从图 ２可知，在这 ３种有机酸中，草酸对 Ｒ２生
长的毒性最强。当其浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ时，Ｒ２氧化
Ｆｅ２＋的能力完全被抑制，但是 Ｒ２却可以在添加了
２０ｍｍｏｌ／Ｌ苹果酸和４０ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸的培养基中
展现了氧化活性，虽然其完全氧化 Ｆｅ２＋的时间分别
推后 了 ５ｄ和 ２ｄ。在 ２４ｈ的 培 养 时 间 内，
０．４ｍｍｏｌ／Ｌ和 ２．０ｍｍｏｌ／Ｌ草酸抑制率分别为 ６％

和６０％；６～２０ｍｍｏｌ／Ｌ苹果酸抑制率达到５５％；１０
～４０ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸抑制率为 ６０％。从图中可知，
苹果酸、草酸和柠檬酸对 Ｒ２氧化 Ｆｅ２＋的毒性大小
顺序为：草酸 ＞苹果酸 ＞柠檬酸。
２．３　ＨＰＬＣ测定土壤中低分子量有机酸
２．３．１　标准曲线及检测限

根据前述试验步骤和条件，将混合标准系列溶
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液依次等体积进样，分别得到 ６种有机酸组分的工
作曲线，并以信噪比为 ３确定检测限，结果如表 ２
所示。

表 ２　有机酸的标准曲线

Ｔａｂｌｅ２　Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｏｆｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄｓ

有机酸 相关系数（ｒ） 检测限（ＬＯＤ）（μｇ／ｍＬ）保留时间（ｍｉｎ）

甲 酸 ０．９９５４ １．０ ６．５８７
乙 酸 ０．９９９１ ０．２ １０．１０４
柠檬酸 １ ０．２ １２．７５５
草 酸 ０．９９９２ ０．０００７５ ５．３５８
苹果酸 ０．９９９ ０．１ ７．４９５
酒石酸 ０．９９８４ ０．１ ６．０１８

２．３．２　土壤ＤＯＭ溶液样品中有机酸的定量分析结果
取冷冻干燥仪浓缩处理的土壤 ＤＯＭ溶液，在

上述分离条件下进行色谱分析，结果如表３所示。

表 ３　土壤中低分子量有机酸的浓度
Ｔａｂｌｅ３　ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＬＭＷ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ

ｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄｓｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｏｉｌｓ

土壤中 ＬＭＷ 有机酸浓度 （×１０－４ｍｍｏｌ／Ｌ）

甲酸 乙酸 柠檬酸 草酸 苹果酸 酒石酸

冶炼厂 １８．３７ ０．４９ ４．４ ４００ １９．８５ １３．８６
张士灌区 未测到 １３５ ９．８ １４９０ ５９ 未测到

结果表明：沈阳冶炼厂污染土壤中低分子量有

机酸浓度与张士灌区 Ｃｄ污染土壤相比很低；２种土
壤样品中草酸的含量最高，分别达到了 ０．０４ｍｏｌ／Ｌ
和０．１４９ｍｍｏｌ／Ｌ；但是在前面的毒性试验中，菌株
Ｒ２可以在０．０６４ｍｍｏｌ／Ｌ甲酸、０．２ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸和
丙 酸、２ ｍｍｏｌ／Ｌ 草 酸、２０ ｍｍｏｌ／Ｌ 苹 果 酸 和
４０ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸中具有较好的氧化能力。测定结
果表明，冶炼厂土壤中低分子量有机酸的浓度与之

相比很低，因此本试验中分离筛选的嗜酸性氧化亚

铁硫杆菌 Ｒ２可以应用于此种重金属污染土壤的微
生物修复；而张士灌区土壤中有机酸的浓度与冶炼

厂土壤相比较高，因此菌株 Ｒ２有望应用于此类农
田污染土壤的修复。

３　结　论

（１）６种试验低分子量有机酸中，Ｒ２对甲酸的
敏感性最强。在２４ｈ内当浓度仅为 ０．２５４ｍｍｏｌ／Ｌ
时，Ｒ２的氧化能力完全被抑制。根据６种有机酸抑
制浓度大小抑制顺序为：甲酸 ＞乙酸 ＞丙酸 ＞草酸
＞苹果酸 ＞柠檬酸；
（２）ＨＰＬＣ法测定土壤中低分子量有机酸试验

结果表明：沈阳冶炼厂和张士灌区土壤中草酸浓度

最高，分别达到 ０．０４ｍｏｌ／Ｌ和 ０．１４９ｍｍｏｌ／Ｌ，冶炼
厂土壤中有机酸的含量明显低于张士灌区土壤。并

且２种土壤中低分子量有机酸浓度远远低于氧化亚
铁硫杆菌耐受浓度。因此，氧化亚铁硫杆菌 Ｒ２有
望应用于重金属污染土壤的修复。
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２００８年度“奥加诺（水质与水环境）奖学金”征集公告

由中国科学院生态环境研究中心主办、日本奥加诺株式会社（ＯＲＧＡＮＯＣＯＲＰ．）和奥加诺（苏州）水
处理有限公司赞助的面向全国研究生的第二届暨２００８年度“奥加诺（水质与水环境）奖学金”征集工作已
经开始，欢迎全国高等院校和科学研究机构在读或２００８年应届毕业的水环境保护及水处理相关专业博士
研究生与硕士研究生报名参选。

本奖励将设立：一等奖 ２名，奖金各 １００００元；二等奖 ８名，奖金各 ５０００元；三等奖 ２０名，奖金各
２０００元。最终评审会将于２００８年１０月底至１１月初召开，具体会期与地点另行通知。

本奖励的主要研究范围包括：

　　　　污水和废水处理与循环利用
　　　　饮用水安全保障
　　　　水质分析与评价
　　　　天然水体和地下水污染控制与修复
　　　　其他与水质和水环境保护相关的科学与技术研究
详情请登陆中国科学院生态环境研究中心网站（ｗｗｗ．ｒｃｅｅｓ．ａｃ．ｃｎ），在网站下载区“人事教育处”下

载并按要求填写《奥加诺奖学金申请书》（中英文各一份），在２００８年８月３１日之前发送至评审办公室的
电子信箱：ｏｒｇａｎｏｗａｔｅｒｐｒｉｚｅ＠ｒｃｅｅｓ．ａｃ．ｃｎ。

奥加诺奖学金评审办公室

二○○八年六月三十日
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